植物 分 类 学 报 41 (6): 509-519 (2003) 


Acta Phytotaxonomica Sinica 


无 藻 萍 的 RAPD 分 析 及 其 在 三 采 组 满江红 
种 间 关 系 研究 中 的 应 用 
Lape 坚 ! 徐 国 忠 RAX EEK 


1( 福 建 省 农业 科学 院 红 萍 研究 中 心 ”福州 350013) 
2( 福 建 省 农业 科学 院 生物 技术 中 心 ”福州 350003) 


RAPD analysis of Anabaena-free Azolla and its application 
in the study of interspecific relationships 


within section Azolla 


1,2CHEN Jian !XU Guo-Zhong *ZHENG Wei-Wen TANG Long-Fei 
1( Azolla Research Center, Fujian Academy of Agricultural Sciences, Fuzhou 350013, China) 
2( Biotechnology Research Center, Fujian Academy of Agricultural Sciences , Fuzhou 350003, China) 


Abstract Azolla Lam. is a small genus of free-floating ferns symbiotic with cyanobacteria. The 
heterogeneity of Azolla samples has been usually ignored when DNA was extracted from intact Azol- 
la-Anabaena complex for Azolla phylogeny analysis based on RAPD. In this study, the Anabaena- 
free Azolla was induced from Azolla-Anabaena complex to compare the RAPD banding patterns am- 
plified by different primers with intact Azolla as well as isolated Anabaena azollae. The banding 
patterns of Azolla with Anabaena were detected to be affected by two symbiotic partners and their 
contributions to PCR products varied with the tested Azolla sample and the used primer, which indi- 
cates the importance of using Anabaena-free Azolla for RAPD analysis of Azolla species. For a bet- 
ter understanding of the interspecific relationships within the section Azolla , 11 accessions classified 
as five species in this section were identified by RAPD marker with their Anabaena-free Azolla. A 
total of 127 polymorphic bands amplified from nine primers were selected to generate Jaccard' s simi- 
larity coefficients and to construct UPGMA dendrogram. The results have shown that three accessions 
referred to as A. filiculoides were grouped together with intraspecific similarity coefficients from 
0.456 to 0.702; two accessions of A. mexicana (similarity coefficients 0.587) were grouped with 
two accessions of A. microphylla (similarity coefficient 0.203) and two accessions of A. carolini- 
ana were grouped together with similarity coefficient 0. 368; but two accessions referred to as A. 
rubra were distinctly separated with similarity coefficient 0.190 and the accession collected from 
Japan clustered with A. filiculoides group. Coupled with other evidence such as isozyme and sexual 
hybridization among sect. Azolla, the following problems have been discussed: (1) the rationality 
to refer Azolla accessions from both Japan and Oceania to A. rubra; (2) the affinity among A. fil- 
iculoides, A. microphylla and A. mexicana; and (3) the taxonomic treatment of A. caroliniana . 
It is considered that (1) A. japonica and A. rubra should be treated as two independent species, 
(2) A. filiculoides is an independent species while A. microphylla and A. mexicana cannot be 
treated as two separate species because of their very close genetic relationship, and (3) the taxo- 
nomic status of A. caroliniana cannot yet be determined with certainty. 
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摘要 ”从 满江红 Azolla Lam. 萍 - 藻 共 生体 中 提取 DNA 进行 的 RAPD 系统 分 析 通 常 忽视 了 满江红 样品 的 
异 质 性 。 本 研究 通过 获得 无 藻 的 满江红 ,比较 有 藻 萍 、 无 藻 薄 和 离 体 藻 之 间 的 RAPD 指纹 图 谱 。 发 现 从 
AR PIER DNA 的 扩 增 反应 来 源 于 萍 藻 双方 DNA 的 共同 影响 。 依 引物 和 植物 样本 的 不 同 ,共生 双方 
对 扩 增 产物 的 贡献 结果 不 同 ,说 明了 用 无 藻 萍 进行 RAPD 检测 的 重要 性 。 对 满江红 三 采 组 5 个 种 的 11 
个 无 藻 萍 样本 进行 了 RAPD 分 析 , 由 9 个 引物 产生 的 127 个 DNA 多 态 片 段 用 于 计算 样本 间 的 Jaccard JH 
似 系数 和 UPGMA 树 状 聚 类 图 。 结 果 表 明 :3 个 蕨 状 满江红 A. filiculoides Lam. 样 本 聚 为 一 类 (种 内 相似 
系数 :0.456 - 0.702); 2 个 墨西哥 满江红 A. mexicana Presyl 样本 (相似 系数 :0.587) 与 2 个 小 叶 满 江 红 A. 
microphylla Kaulfuss 样本 (相似 系数 :0.203) 聚 为 一 类 ;2 个 卡 洲 满 江 红 A. caroliniana Wild. 样 本 聚 为 一 类 
(相似 系数 :0.368) ;但 2 个 洋 洲 满江红 A. rubra R. Brown 样本 明显 分 开 ( 相 似 系数 :0.190) ,其 中 日 本 来 
源 的 洋 洲 满江红 与 蕨 状 满江红 聚合 (相似 系数 :0.206)。 根 据 现 有 的 RAPD 数据 ,结合 三 脱 组 满江红 同 工 
酶 有 性 杂交 等 证 据 讨 论 了 三 采 组 中 ;(1) 将 日 本 满江红 与 大 洋 洲 满江红 均 认 作 是 A. rubra 的 合理 性 问 
题 ;(2) 茂 状 满江红 、 墨 西 哥 满江红 .小 叶 满江红 间 的 亲缘 关系 问题 以 及 (3) 卡 洲 满江红 的 划分 归属 问题 。 
认为 日 本 满江红 与 大 洋 洲 满江红 应 属于 两 个 种 , 蕨 状 满江红 是 一 个 独立 的 种 ,而 墨西哥 满江红 与 小 叶 满 
江 红 间 的 遗传 关系 很 近 ,不 能 分 为 不 同 的 种 , 卡 洲 满江红 的 分 类 地 位 尚 不 能 确定 。 

关键 词 ”满江红 ; ARE; RAPD; 种 间 关 系 


水 生 蕨 类 植物 满江红 属 Azolla Lam. 是 满江红 属 植物 与 满江红 鱼 腥 藻 Anabaena azollae 
Strasb. (简称 “共生 菠 ”) 的 共生 体 。 经 典 的 满江红 属 的 系统 分 类 是 以 有 性 器 官 孢 子 果 的 形 
态 解剖 学 为 依据 的 ,如 我 国 的 林 尤 兴 (1980) 将 其 分 为 两 个 亚 属 :三 采 满 江 红 亚 属 subgen. 
Azolla IJ REA 3 NFR, LF EBERLE AR AERE s JU TLL sub- 
gen. Rhizosperma (Meyen) Y. X. Lin MWAKHITSEA 9 4- PEEL] fe T 3E BS BER EAR 
规则 的 丝 状 毛 或 锥 形 突 出 或 几乎 无 附 唆 物 ; 并 主要 根据 泡 胶 块 锚 状 毛 与 其 他 器 官 的 形态 
学 特点 把 前 者 分 为 4 个 种 : 蕨 状 满江红 A. filiculoides Lam. 卡 洲 满 江 红 A. caroliniana 
Willd. 、 洋 洲 满 江 红 A. rubra R. Brown 和 日 本 满江红 A. japonica Fr. Sav.; 后 者 分 为 3 个 
种 : 尼 罗 满 江 红 A. nilotica DeCaisne、 羽 叶 满江红 A. pinnata R. Brown 和 覆 瓦 状 满江红 4 
imbricata (Roxb. ) Nakai。 但 目前 国际 上 较为 接受 的 分 类 系统 是 将 满江红 属 分 为 2 个 组 ， 
= JERE sect. Azolla 中 包括 蕨 状 满江红 、 小叶 满江红 A. microphylla Kaulfuss、 卡 洲 满 江 红 、 
墨西哥 满江红 A. mexicana Presyl 和 洋 洲 满江红 5 MPH; JUBA sect. Rhizosperma (Meyen) 
Mett. 则 包括 尼 罗 满 江 红 和 羽 叶 满江红 2 个 种 (Lumpkin & Plucknett, 1982; Tan et al., 
1986; Saunders & Fowler，1993)。 该 分 类 系统 被 国际 水 稻 研 究 所 (IRRI) 满 江 红 种 质 资 源 库 
采纳 ,应 用 于 所 征集 的 满江红 植物 样本 的 识别 命名 和 编码 保存 (Watanabe & Roger，1992)。 
由 于 在 自然 情况 下 ,大 多 数 满江红 结 孢 率 很 低 , 可 以 说 通常 是 不 育 的 ,这 就 难以 从 有 性 器 
官 形态 学 角度 对 所 有 征集 的 满江红 样本 进行 准确 鉴定 。 这 也 是 造成 一 些 材料 在 种 上 划分 
混乱 的 原因 (Ashton & Walmsley，1984)。 近 年 来 , 随 着 对 满江红 细胞 .生化 以 及 分 子 标记 
方面 知识 的 积累 , 原 有 的 分 类 系统 面临 着 挑战 。 对 满江红 的 细胞 学 研究 结果 (Saunders & 
Fowler，1993) 表 明 ,大 多 数 羽 叶 满江红 细胞 内 染色 体 数 与 三 采 组 满江红 相同 (2n = 44) , 少 
部 分 为 三 倍 体 (2n= 3x = 66) 或 四 倍 体 (2n = 4x = 88) 。 而 尼 罗 满 江 红 染色 体 数 2n = 52。 从 
而 提出 了 将 尼 罗 满 江 红 独 立 为 一 个 新 的 亚 属 subgen. Tetrasporocarpia , 而 把 前 两 者 作为 同一 
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个 亚 属 subgen. Azolla 的 2 个 组 sect. Azolla 和 sect. Rhizosperma 的 新 分 类 建议 。 但 满江红 的 
染色 体 仅 在 光学 显微镜 分 辨 率 的 极限 内 可 以 观测 到 ， 不 能 进行 深入 的 细胞 分 类 学 分 析 ; 而 仅 
靠 染色 体 数目 提供 的 有 限 信息 ,不 可 能 为 满江红 属 内 种 间 系统 演化 的 深入 研究 提供 很 大 帮 
助 。 

20 世纪 90 年 代 以 来 ,RAPD 标记 广泛 应 用 于 动 植物 遗传 育种 、 居 群 遗 传 学 EDR BE 
学 与 进化 研究 ,并 适用 于 植物 种 以 下 水 平 的 遗传 多 样 性 检测 和 应 用 于 探讨 植物 种 间或 属 
间 遗 传 关系 ( 邹 喻 华 等 ,2001) 。Van Coppenolle et al. (1993) 首 次 应 用 RAPD 标记 对 满江红 
E 25 个 植物 样本 进行 的 系统 发 育 关系 分 析 就 发 现 : 由 分 子 数据 形成 的 满江红 样品 间 的 类 
群 组 也 可 将 满江红 属 分 为 3 个 不 同 的 群 (group) ,第 一 群 包括 了 Azolla 组 的 5 个 种 ,第 二 群 
和 第 三 群 分 别 包 括 了 Rhizosperma 组 的 羽 叶 满江红 和 尼 罗 满 江 红 , 并 发 现在 样品 间 和 种 间 
有 较 高 的 多 态 性 ,最 少 只 要 用 3 个 引物 就 可 将 不 同 的 样品 分 开 。 但 这 一 结果 是 以 萍 - 藻 共 
汪 体 (下 称 “ 有 洛 萍 ”) 中 提取 的 总 DNA 进行 分 析 的 ,忽略 了 共生 体 样本 的 异 质 性 。Fskew 
et al. (1993) 应 用 DAF(DNA 扩 增 指纹 法 ) 标 记 比 较 有 藻 萍 和 从 薄 体 中 分 离 出 FEAR ECT 
称 “ 离 体 藻 ”) 中 提取 的 DNA 的 PCR 反应 结果 ,发 现 共生 藻 本 身 的 DNA 会 干扰 PCR 产物 的 
形成 ,从 而 认为 从 有 藻 萍 中 提取 的 DNA. 不 适合 于 满江红 属 本 身 的 系统 分 类 研究 。 由 于 
DAF 和 RAPD 基本 原理 是 一 致 的 ( 胡 志 昂 等 ,1997) ,后 者 结果 说 明 藻 的 存在 的 确 会 影响 对 
满江红 萍 体 本 身分 子 标记 的 可 靠 性 。 因 此 ,必须 先 排除 样本 异 质 性 ,再 用 RAPD 检测 满 江 

本 研究 主要 按照 白 克 智 等 1979) 的 方法 ,通过 对 满江红 共生 体 的 处 理 ,取得 无 菌 无 藻 
的 满江红 (下 称 “ 无 藻 萍 ”), 比较 了 有 藻 薄 、 无 藻 薄 和 离 体 藻 三 者 之 间 RAPD 分 子 标记 图 
E Heh ESE 11 种 不 同 地 域 来 源 的 无 藻 薄 样本 进行 了 RAPD 分 析 , 本 文 对 所 取得 的 结 
果 进 行 初步 报道 。 


1 材料 和 方法 


1.1 无 营 萍 和 离 体 藻 的 取得 

为 使 参 试 的 满江红 样本 具有 代表 性 并 与 国外 研究 报道 基本 统一 ,本 研究 AY RA ZEH 
满江红 样品 均 以 福建 省 农业 科学 院 红 萍 研究 中 心 的 农业 部 国家 红 萍 资源 团 中 保存 的 、 原 种 
引 自 国际 水 稻 研究 所 (IRRID) 满 江 红 种 质 资源 库 的 凭证 标本 为 材料 ,样本 种 的 名 称 、 来 源 地 、 
采集 人 及 凭证 编号 .保存 编号 均 与 其 统一 ,具体 见 表 1。 但 有 一 个 参 试 样品 415 是 属于 满 江 
红 九 采 组 中 羽 叶 满江红 的 变种 覆 瓦 状 满江红 A. pinnata var. imbricata (Roxb. ) Nakai( 图 1) , 
其 保存 编号 为 国家 红 萍 资源 团 自 行 编 定 。 以 下 文中 以 保存 编号 直接 指示 样本 。 

取 满 江 红 薄 -车 共生 体 植物 样本 ,按照 白 克 智 等 (1979) 的 茎 尖 培 养 法 ， 经 冲洗 后 用 
0.1% RAMAH HEX] Triton X-100 浸泡 处 理 , 取 茎 尖 接 种 于 Nickell 培养 基 。 为 提高 无 
藻 萍 的 得 率 , 再 结合 Forni et al. (1991) 的 方法 于 培养 基 中 加 入 一 定 浓度 的 抗生素 , 置 25 
% 光 下 培养 1-3 个 月 即 可 获得 无 藻 的 满江红 ,无 藻 萍 在 无 氮 的 培养 基 上 不 能 生长 , 需 在 
ZARI Hoagland 培养 基 中 经 多 次 继 代 培养 后 镜 检 确 认 。 

满江红 无 菌 离 体 藻 的 分 离 结合 白 克 智 等 (1979) 和 Zheng et al. (1999) 的 方法 进行 ,从 
茎 尖 培 养 得 到 的 有 藻 萍 体 中 直接 用 针尖 琵 离 ,经 无 菌 水 反复 清洗 ,沉淀 后 存 - 20 名 冰箱 
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备用 。 
1.2 RAPD 分 子 标记 

对 于 满江红 样品 (包括 有 藻 萍 和 无 藻 萍 ), 按 Van Coppenolle et al. (1993) 的 方法 提取 
DNA。 满 江 红 鱼 腥 藻 按 Zheng et al.(1999) 的 方法 ,取笑 量 离 体 藻 细 胞 直接 进行 PCR 反应 。 
PCR 反应 在 25 uL 反应 体系 中 进行 :体系 中 包括 2.5 pL 的 10 x PCR 反应 缓冲 液 ,200 
ymolL 的 每 种 dNTP,10 pmol 的 随机 引物 (引物 序列 参照 Van Coppenolle et al. ,1993),1 个 
单位 Tag DNA 聚合 酶 ( 均 购 自 上 海 生 工 ) ,并 加 入 约 25 ng 的 模板 DNA 或 1 ul 的 藻 细 胞 。 
反应 在 PTC-100 热 循 环 仪 (MJ) 中 进行 ,并 按 下 列 程序 进行 扩 增 反应 :95.0 CC 初始 变性 7 
min, PCR 循环 35 次 ,每 循环 为 94 CARVE 1 min,40 CRK 1 min,65 延伸 8 min, 最 后 1 个 
循环 结束 后 ,在 65 CHEME 16 min。 以 1 x TRE 为 缓冲 液 ,将 扩 增产 物 在 含有 0.5 g/L 省 化 
乙 锭 的 1.5 % BIS BEBE REP EYK , TE Gel Doc 2000 凝 胶 成 像 系统 (Bio-Rad) 上 观察 并 贮存 图 
像 。 

选取 稳定 的 DNA 强 带 和 弱 带 ,由 Gel Doc 2000 系统 的 Quantity One 软件 记录 并 比较 带 
型 ,计算 带 的 分 子 量 。 将 记录 的 每 块 胶带 型 列 在 一 起 按 参 试 样 本 构 出 1.0 二 元 矩阵 ,利用 
SPSS 10.0 统计 程序 的 Jaccard 公式 计算 每 个 样本 间 的 相似 系数 ,选择 UPGMA 方法 构建 满 
TLZL-— RH 5 个 种 11 个 植物 样本 的 聚 类 图 。 


R1 参 试 满江红 样本 及 其 来 源 
Table 1 Azolla accessions and their origin 

















序号 qeu 来 源 凭证 标本 保存 编号 

No. Taxon Provenance Voucher Accession No. 

1 蕨 状 满江红 前 东 德 GDR 1001 
Azolla filiculoides Lam. East Germany 

2 WORWETLZT 秘鲁 Ciat: 1010 
A. filiculoides Peru Lima | 

3 BRAR ILAT. 巴西 Watanabe: 1043 
A. filiculoides Brazil Palmital 

4 墨西哥 满江红 圭亚那 Rains: 2002 
A. mexicana Presyl Guyana Guyana 1 

5 墨西哥 满江红 圭亚那 Rains: 2003 
A. mexicana Guyana Guyana 2 

6 卡 洲 满 江 红 美国 Rains: 3001 
A. caroliniana Willd. USA Ohio 

7 卡 洲 满江红 哥伦比亚 P. Godard: 3501 
A. caroliniana Colombia Colombia 1 

8 小 叶 满江红 巴拉圭 Rains: 4018 
A. microphylla Kaulfuss Paraguay Paraguay 26 

9 小 叶 满江红 菲律宾 Oliveros: 4060 
A. microphylla Philippines Koronnadal 3 

10 洋 洲 满江红 日 本 Lumpkin: 6002 
A. rubra R. Brown Japan Osaka 

11 洋 洲 满江红 新 西 兰 E. Campbell: 6501 
A. rubra New Zealand NZE 1 

12 A RAIL ET. 泰国 Lumpkin: 415 


A. pinnata var. imbricata (Roxb.) Nakai Thailand Bangkok 
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2 结果 和 分 析 


2.1 满江红 萍 - 营 共 生体 中 不 同 来 源 DNA 的 扩 增 产物 间 的 关系 

用 Van Coppenolle et al. (1993) 报 道 的 22 个 引物 分 别 对 同一 个 满江红 样本 的 有 著 萍 、 
无 藻 萍 以 及 离 体 藻 进行 了 PCR 检测 ,发 现 从 有 藻 萍 中 提取 的 DNA 的 扩 增 反 应 受到 来 源 于 
无 藻 薄 和 离 体 藻 的 DNA 的 共同 影响 。 依 所 用 的 引物 和 参 试 满江红 样品 的 不 同 ,共生 双方 
对 产物 的 影响 程度 也 有 所 不 同 。 如 图 1 中 1- IV 型 所 示 :I 型 中 有 藻 薄 的 扩 增 谱 带 ,来 源 
于 萍 体 本 身 , 藻 的 影响 几乎 没有 ;I 工 型 中 有 藻 萍 的 扩 增 谱 带 ,也 主要 来 源 于 萍 体 本 身 , 但 受 
到 了 藻 的 影响 。 从 开 型 左 图 中 1043 对 引物 OPCOS 的 反应 ,可 察觉 到 有 藻 萍 中 有 1 条 5.1 
kb 的 带 似 乎 源 于 共生 藻 , 而 右 图 中 3001 对 引物 OPD03 的 反应 ,发 现 有 藻 萍 DNA 有 1 条 
5.0 kb 扩 增 带 是 出 现 于 萍 的 2.7 kb 和 藻 的 6.5 kb 扩 增 带 之 间 ; 在 三 型 中 ,共生 藻 的 影响 
加 强 , 有 藻 萍 的 扩 增 谱 带 基本 上 是 来 源 于 萍 和 藻 扩 增 带 之 间 的 互补 组 合 ;而 到 了 IV 型 ,有 
藻 萍 的 扩 增 谱 带 中 萍 体 本 身 的 带 却 难以 察觉 ,主要 受到 与 其 共生 的 鱼 腥 藻 影响 。 

上 述 结果 说 明 随 机 引物 对 有 藻 萍 DNA 的 PCR 反应 ,实际 上 是 引物 在 萍 或 党 的 DNA 
之 间 进 行 的 竞争 反应 ,竞争 性 的 不 同 导致 了 扩 增 结果 的 不 同 。 有 藻 萍 的 RAPD 指纹 并 非 
完全 反映 了 薄 体 本 身 的 分 子 指纹 。 因 此 ,只 有 建立 无 藻 满 江 红 RAPD 分 子 标记 体系 , 才 有 
可 能 对 满江红 样本 之 间 进 行 客观 的 比较 。 
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1 AREA) .无 藻 萍 (B) 和 离 体 藻 (C) 的 RAPD 带 型 比较 I 型 : AP BENE 1010(A) 对 OPC07 TH t MLD FICCI 
薄 (B) ,而 不 受 其 离 体 藻 (C) 的 影响 ; IF: AT BENE A) 1043 对 OPC05( 左 图 ) 和 有 藻 萍 (A)3001 对 OPD03( 右 图 ) 的 反应 
APO T HUC SG (B) ,但 受到 离 体 藻 (C) 微 弱 影 响 ; II 型 : A EE CA) 415 对 OPAS 的 反应 带 来 源 于 其 无 藻 萍 (8B) 和 
离 体 藻 (C) 组 合 ; IV 型 : AWE 1043 (A) 对 OPA09 的 反应 带 并 非 来 源 于 其 无 藻 萍 (B) ,而 受 其 离 体 藻 (C) 的 影响 

Fig. 1. The comparison of RAPD fingerprinting among Azolla with Anabaena (A), Anabaena-free Azolla (B) and isolated An- 
abaena (C) amplified with different primers for certain Azolla accessions. Type I, the band of Azolla with Anabaena 1010 (A) am- 
plified with OPCO7 was detected from its Anabaena-free Azolla (B) with no influence from its symbiont Anabaena (C); Type Il, the 
band of Azolla with Anabaena 1043 (A) amplified with OPCOS (left) and 3001 (A) amplified with OPDO3 (right) were detected 
from Anabaena-free Azolla (B) with slight influence from isolated Anabaena (C); Type II, the band of Azolla with Anabaena 415 
(A) amplified with OPAI3 was detected from the combination between its Anabaena-free Azolla (B) and isolated Anabaena (C); 
Type IV, the band of Azolla with Anabaena 1043 (A) amplified with OPAO9 was not detected from its Anabaena-free Azolla (B), 
but with much influence from symbiont Anabaena (C). 
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2.0 =BACRAMILZLA RAPD 多 态 性 

从 22 45) DP i ve T 9 种 随机 引物 (OPAI3, OPBO7, OPBO8, OPCOS, OPCO7, 
OPC08, OPCI7, OPD03, OPDO7)AETEB IAN 11 A = EEA JCHR LLP E 127 条 多 态 性 
扩 增 谱 带 , 多 态 位 点 占 85% 以 上 。 如 图 2 所 示 引 物 OPDO7 的 扩 增 结果 。 


kb 





图 2 引物 OPDO7 PH NY IE 11 个 满江红 无 藻 薄 样本 的 图 谱 ”M 为 分 子 量 标记 ,样品 序号 1- 11 见 表 1 
Fig. 2. RAPD profiles amplified by primer OPDO7 for 11 Anabaena-free Azolla accessions within section Azolla. M as MW mark- 
er of ADNA/ HindIII. No.1 — 11 represents the same samples as in Table 1. 


根据 RAPD 多 态 位 点 统计 的 数据 ,用 Jaccard 系数 来 表示 参 试 样本 间 的 相似 性 ( 表 2) 
和 UPGMA 方法 构建 树 状 图 (图 3)。 结 果 表 明 : 在 三 采 组 满江红 的 5 个 种 间 , 来 自 不 同 地 
域 的 3 个 藤 状 满江红 样本 聚 为 一 类 (相似 系数 :0.456 - 0.702) ,来 自 相 近 地 域 的 2 个 墨 西 
哥 满江红 样本 先 聚 为 一 类 (相似 系数 :0.587) ,而 后 与 同样 来 自 南 美的 小 叶 满江红 样本 聚 
为 一 类 (相似 系数 :0.321 - 0.361) ,再 同 来 自 菲 律 宾 的 小 叶 满江红 样本 聚 为 一 类 (相似 系 
数 :0.288) ,而 2 个 不 同 地 域 来 源 的 小 叶 满 江 红 样本 之 间 的 相似 系数 仅 为 0.203。 来 自 不 
表 2 WAZA 11 个 植物 样本 间 的 Jaccard 相似 性 系数 
Table 2 Jaccard coefficients of similarity between 11 accessions in section Azolla 


1001 1010 1043 2002 2003 3001 3501 4018 4060 6002 6501 





1001 1.000 


1010 0.456 1.000 

1043 0.702 0.459 1.000 

2002 0.200 0.299 0.273 1.000 

2003 0.131 0.164 0.190 0.587 1.000 

3001 0.227 0.268 0.243 0.288 0.188 1.000 

3501 0.145 0.176 0.203 0.250 0.179 0.368 1.000 

4018 0.197 0.205 0.250 0.361 0.321 0.246 0.288 1.000 

4060 0.125 0.227 0.182 0.288 0.288 0.197 0.2111 0.203 1.000 

6002 0.203 0.212 0.203 0.230 0.222 0.147 0.193 0.134 0.169 1.000 


6501 0.164 0.130 0.217 0.281 0.259 0.181 0.154 0.203 0.134 0.190 1.000 
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同 地 域 的 2 个 卡 洲 满江红 样本 也 聚 为 一 类 (相似 系数 :0.368), 但 来 自 不 同 地 域 的 2 个 洋 
洲 满江红 样本 明显 不 同 ( 相 似 系数 :0.190)。 如 果 在 Jaccard 相似 系数 0.2 处 划分 ,如 图 3 
所 示 , 就 可 将 三 采 组 样本 分 为 苹 状 -日 本 洋 洲 满江红 、 小 叶 - 墨 西 哥 - 卡 洲 满江红 、 洋 洲 满 江 
红 3 个 群 ,这 与 Zimmerman et al. (1989a) 用 同 工 酶 对 三 晨 组 满江红 分 析 结果 的 PCA 计算 
的 3 个 大 类 群 组 相同 : 1 组 为 散 状 满江红 ,包括 了 日 本 来 源 的 洋 州 满江红 ;I 组 为 洋 州 满 
江 红 ;II 组 包括 a 类 (小 叶 满 江 红 ) 和 b 类 (墨西哥 - 卡 洲 满江红 )。 

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 

We es | 

Accession No. Species 
1001 

1043 } A. filiculoides 


1010 
6002 — 4. rubra (Japan) 


3001 T 
A. caroliniana 
3501 





2002 +} A. mexicana 
2003 

4018 + A. microphylla 

4060 

6501 一 A. rubra (New Zealand) 


3 用 Jaccard 相似 系数 聚 类 分 析 产 生 的 满江红 11 个 样本 的 树 状 分 支 图 “11 个 参 试 样本 见 表 1, 它 们 代表 了 满江红 
5 个 种 , 树 状 图 的 结果 系 由 其 无 藻 萍 DNA 的 RAPD 带 型 得 出 的 Jaccard 相似 系数 并 基于 UPGMA 方法 
i f$. 

Fig. 3. Dendrogram of 11 Azolla accessions generated by using Jaccard coefficients of similarity. The eleven tested Azolla samples 





(see Table 1) represent the five species recognized in the section Azolla and the tree was obtained from the Jaccard coefficients of sim- 
ilarity generated by RAPD banding pattern of DNA extracted from Anabaena-free Azolla and the computation based on UPGMA 
method. 


3 i it 
3.1 满江红 样品 的 异 质 性 与 RAPD 分 子 数 据 形成 的 类 群 组 

Van Coppenolle 等 (1993) 首 次 应 用 RAPD 标记 对 满江红 属 进行 分 析 时 ,也 试验 了 2 个 
无 党 萍 样本 ,并 发 现 来 源 于 亥 状 满江红 的 无 藻 萍 体 产 生 的 谱 带 同 其 有 藻 萍 体 相同 ,而 为 一 
个 来 源 于 小 叶 满 江 红 的 无 藻 萍 体 出 现 的 带 型 同 其 有 藻 萍 体 不 同 。 但 由 其 RAPD 分 子 数据 
计算 的 结果 仍 将 它们 置 于 相应 的 有 藻 萍 所 处 的 聚 类 群 中 。 这 一 结果 ,再 加 上 他 们 认为 自 
然 界 中 鱼 腥 藻 在 不 同 萍 种 间 互 相 侵 染 重组 的 几率 很 小 ,共生 体 中 萍 藻 基 本 上 是 对 应 关系 。 
因此 ,他 们 认为 共生 体 样本 的 异 质 性 不 影响 满江红 分 子 标记 的 结果 ,由 此 产生 的 满江红 种 
间 的 分 子 系 统 关系 仍 是 可 靠 的 。 陈 坚 等 (2001) 对 满江红 鱼 腥 藻 的 RAPD 分 析 表 明 : 由 离 
{ABE RAPD 分 子 数据 形成 的 满江红 鱼 腥 藻 类 群 组 基本 上 与 其 宿主 满江红 的 分 类 群 相对 
应 ,但 对 应 关系 并 非 完 全 一 致 。 例 如 , 同 是 从 圭亚那 征集 的 墨西哥 满江红 2002 和 2003 中 
分 离 的 鱼 腥 藻 之 间 的 相似 性 并 不 大 于 它们 与 巴拉圭 小 叶 满 江 红 4018 鱼 腥 藻 间 的 相似 性 ， 
而 本 研究 却 发 现 :2002 和 2003 HEA) AY RAPD 相似 性 远 高 于 它们 与 4018 萍 体 间 的 相似 
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性 ,说 明 对 满江红 萍 - 藻 DNA 分 别 进行 的 RAPD 分 析 所 形成 的 类 群 组 ,本 身 就 有 一 定 的 偏 
差 。 进 而 可 见 ,由 于 样品 存在 异 质 性 , 比较 有 藻 萍 之 间 的 RAPD 指纹 图 谱 更 是 无 任何 意 
义 。 这 种 比较 既 不 能 完全 代表 满江红 萍 体 本 身 的 分 子 系统 学 状况 ,也 不 反映 共生 藻 的 分 
子 系统 学 状况 ,是 不 能 进行 满江红 属 系统 发 育 分 析 的 。 
3.2 ERER RAPD 分 析 在 三 腰 组 满江红 种 间 关 系 研究 中 的 应 用 

满江红 三 采 组 中 5 个 种 的 分 类 地 位 并 不 很 确定 ,其 分 类 处 理 在 近 100 多 年 中 也 是 几 
经 变化 ( 刘 中 柱 , 郑 伟 文 ,1989)。 为 阐明 三 大 组 中 满江红 各 种 间 的 系统 关系 ,Zimmerman et 
引 .〈1989a) 曾 用 9 个 同 工 酶 对 国际 水 称 研究 所 满江红 种 质 库 中 分 属 5 个 种 的 32 个 植物 样 
本 进行 了 分 析 ,在 得 出 的 种 间 关 系 聚 类 分 析 图 中 ,墨西哥 满江红 和 卡 洲 满江红 为 一 个 类 群 
组 , 它 同 小 叶 满 江 红 的 关系 最 近 , 其 次 是 蕨 状 满 江 红 , 最 远 是 洋 洲 满 江 红 。 但 要 提 到 的 是 ， 
Zimmerman et al. (1989b) 也 用 同 工 酶 分 析 了 共生 菠 ,未 发 现 离 体 藻 酶 谱 的 多 态 性 及 其 与 宿 
主 满江红 间 的 相关 性 。 本 文 对 11 种 三 采 满 江 红 无 藻 植 物 样 本 进行 了 RAPD 分 析 , 其 聚 类 
结果 与 Zimmerman et al.(1989a) 的 同 工 酶 分 析 结 果 基 本 一 致 ,也 同 经 典 形态 角度 的 分 类 
结果 大 致 吻合 ,说 明 用 RAPD 对 满江红 三 采 组 进行 种 间 关 系 的 研究 具有 一 定 的 可 行 性 。 
下 面 就 综合 其 他 方面 的 证 据 , 对 三 采 组 中 的 一 些 具 体 问 题 进行 讨论 。 
3.2.1 关于 日 本 满江红 与 洋 洲 满江红 的 关系 问题 这 2 种 满江红 的 结 孢 率 均 低 且 营 养 
体外 观 极为 相似 。 林 尤 兴 (1980) 主 要 根据 一 份 从 日 本 千 叶 郡 采 集 的 有 大 小 孢子 果 的 标本 
把 原 产 于 日 本 的 满江红 定 为 三 采 组 中 的 一 个 种 A. japonica ,并 区 别 于 仅 产 于 大 洋 洲 的 满 
江 红 A. rubra 以 及 结 抱 性 能 高 的 芯 状 满江红 。 而 国际 水 稳 研 究 所 满江红 种 质 库 把 从 日 
本 不 同 地 域 采集 的 满江红 (6001 - 6009) 同 从 大 洋 洲 采集 的 满江红 (6501 - 6504) 均 认定 为 
是 洋 洲 满 江 红 A. rubra (Watanabe & Roger，1992)。 同 工 酶 分 析 发 现 :从 日 本 来 源 的 所 有 
洋 洲 满 江 红 样本 的 酶 谱 同 蕨 状 满江红 基本 相似 ,并 认为 是 茧 状 满江红 ,而 从 大 洋 洲 来 源 的 
洋 洲 满江红 酶 谱 明 显 不 同 , 仍 被 确认 为 一 个 种 (Zimmerman et al. ，1989a) 。 我 们 基于 RAPD 
的 分 析 发 现 :来 源 于 日 本 的 满江红 6002 与 来 源 于 大 洋 洲 的 满江红 6501 相似 性 较 低 (相似 
系数 为 0.190) ,并 先 与 蕨 状 满江红 聚合 。 但 我 们 认为 不 能 如 Zimmerman et al. 所 述 即 确定 
是 茧 状 满江红 ,因为 它们 间 的 差异 仍 很 大 (相似 系数 为 0.203 -0.212)。 建 议 恢复 定名 日 
本 满江红 ,并 有 待 于 其 他 更 可 靠 证 据 如 DNA 序列 分 析 予 以 证 实 。 
3.2.2 关于 蕨 状 满江红 .小 叶 满 江 红 与 墨 西 麻 满江红 在 三 原 满 江 红 中 的 地 位 问题 这 3 
种 满江红 均 原 产 于 美洲 ,可 大 量 结 孢 。 从 形态 观察 而 言 : 三 者 间 营 养 体 、 尤 其 是 大 小 孢子 
果 的 特征 标记 均 十 分 明显 , 定 为 3 个 种 应 该 是 十 分 可 靠 的 。 但 近年 来 ,有 性 杂交 在 其 间 的 
配 组 进行 导致 了 对 其 间 亲 缘 关 系 认识 的 深入 (Wei et al., 1988; Van Cat et al., 1989; 郑 德 
英 等 ,1994)。 对 茧 状 满江红 分 别 同 小 叶 满江红 与 墨西哥 满江红 组 合 间 产 生 的 杂种 一 代 的 
育 性 分 析 表 明 :杂种 后 代 未 能 产生 大 孢子 果 , 仅 产生 高 度 败 育 的 小 孢子 果 (人 金 桂 英 等 ， 
1994)。 而 以 有 性 器 官 相 对 性 状 也 具有 典型 性 差别 的 小 叶 满江红 4018 与 墨西哥 满江红 
2027 进行 正 反 交 , 杂 种 后 代 均 产生 育 性 正常 的 大 小 孢子 果 且 形态 学 性 状 大 多 呈 亲 本 中 间 
型 ( 唐 龙 飞 等 ,1996) ,其 中 墨西哥 满江红 2027 是 墨西哥 满江红 2002 与 另 一 墨西哥 满江红 
2004 的 杂交 后 代 。 这 些 证 据 有 力 支持 将 蕨 状 满江红 确立 为 一 个 生物 学 上 独立 的 种 ,而 小 
叶 满江红 和 墨西哥 满江红 能 否 在 三 采 组 中 占据 2 个 种 的 分 类 地 位 值得 怀疑 ( 陈 坚 , 徐 国 
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忠 ,2001)。 同 工 酶 分 析 发 现 : 芯 状 满江红 的 植物 样本 可 根据 它们 独特 而 相似 的 酶 谱 定 为 
一 个 种 。 小 叶 满 江 红 、 墨 西 哥 满江红 和 卡 洲 满江红 样本 的 酶 谱 均 十 分 相近 ,但 其 中 小 叶 满 
江 红 样本 可 通过 某 些 酶 谱 区 别 出 来 (Zimmerman et al. ，1989a)。 我 们 基于 RAPD 的 分 析 发 
现 ; 茧 状 满江红 3 个 样本 间 种 内 相似 系数 为 0.456 - 0.702, 它们 与 小 叶 满江红 、 墨 西 哥 满 
江 红 样 本 间 相 似 系数 为 0.125 - 0.299; 小 叶 满江红 与 墨西哥 满江红 的 4 个 样本 间 相 似 系 
数 为 0.203 — 0.587, 其 中 2 个 小 叶 满江红 样本 间 的 相似 性 反而 小 于 它们 与 2 个 墨西哥 满 
江 红 样 本 间 的 相似 性 。 这 在 一 定 程度 上 也 说 明 这 3 种 三 采 满 江 红 的 种 间 关 系 , 即 蕊 状 满 
江 红 可 认为 是 相对 独立 的 种 群 ,而 将 小 叶 满江红 与 墨西哥 满江红 定 为 2 个 种 的 合理 性 有 
待 于 进一步 查 明 ,因为 参 试 的 各 属于 这 2 个 种 的 样本 间 萍 和 藻 的 RAPD 相似 性 均 存 在 种 
间 交 叉 现 象 。 

3.2.3 ”关于 卡 洲 满江红 的 归属 问题 “ 卡 洲 满江红 也 源 于 美洲 ,但 在 自然 条 件 下 难以 结 
孢 ,其 分 类 地 位 经 常 变动 。 由 Dunham 和 Fowler 的 总 结 可 见 : 卡 洲 满江红 在 1867 年 曾 被 并 
入 小 叶 满 江 红 , 1944 年 又 将 其 独立 成 一 个 种 ,而 Dunham 却 建议 将 其 并 人 茧 状 满江红 
(Dunham & Fowler, 1987)。 同 工 酶 的 研究 证 据说 明 : 卡 洲 满江红 和 墨西哥 满江红 样本 共同 
具有 的 等 位 酶 的 频率 最 高 ,因此 ,在 种 间 关 系 的 聚 类 分 析 图 中 ,墨西哥 满江红 和 卡 洲 满 江 
红 被 并 人 一 个 类 群 组 (Zimmerman et al. ，1989a)。 我 们 对 资源 转 中 偶尔 采集 到 的 少数 不 同 
来 源 卡 洲 满江红 所 结 的 小 孢子 果 的 泡 胶 块 形态 和 育 性 分 析 表 明 : 它 败 育 率 高 ,似乎 是 一 个 
天 然 杂种 ( 金 桂 英 等 ,1994) ;或 是 由 营养 体外 表 形态 相似 ,实质 不 同 的 种 相 混淆 命名 而 成 
( 陈 坚 等 ,1997)。 因 此 ,选择 具有 代表 性 的 卡 洲 满江红 样本 进行 分 子 标记 极为 重要 。 

对 资源 转 中 2 个 典型 的 卡 洲 满江红 样本 3001、3501 的 RAPD 分 析 表 明 :它们 与 小 叶 满 
江 红 .墨西哥 满江红 的 样本 在 表 相 上 先 聚 成 一 类 ,但 这 绝 不 意味 着 就 能 将 其 并 入 墨西哥 满 
江 红 或 小 叶 满 江 红 。 因 为 从 表 2 中 可 以 看 出 :2 个 卡 洲 满江红 样本 与 小 叶 满 江 红 、 墨 西 可 
满江红 的 样本 相似 系数 (0.179 -0.288) 并 不 显著 高 于 它们 与 蕨 状 满江红 样本 间 的 相似 系 
数 (0.145 - 0.268). TER 2 中 还 可 以 看 到 :引物 OPD07 扩 增 的 结果 中 明显 发 现 2 个 卡 洲 
满江红 样本 与 茧 状 满江红 样本 相同 的 带 , 如 在 1.26 kb 和 1.35 kb 处 的 2 条 带 。 其 次 , 据 
多 年 观察 : 卡 洲 满江红 样本 包括 3001 和 3501 均 极 少 结 孢 ,更 难 采集 到 峻 性 大 孢子 采 。 而 
小 叶 满 江 红 .墨西哥 满江红 的 样本 大 小 孢子 果 结 孢 率 均 较 高 ,二 者 的 育 性 明显 不 同 。 此 
外 ,从 分 离 的 共生 藻 的 RAPD 分 析 表 明 ( 陈 坚 等 ,2001) , 卡 洲 满江红 样本 (3001,3501) 与 藤 
状 满 江 红 样本 (1001, 1010,1043) 间 离 体 薄 的 相似 度 要 明显 地 高 于 它 与 小 叶 满江红 、 墨 西 
哥 满江红 样本 (2002,2003,4018,4060) 的 离 体 医 的 相似 度 。 由 此 推测 ,造成 卡 洲 满江红 在 
三 腾 组 中 分 类 地 位 不 能 确定 的 原因 较为 复杂 ,其 中 主要 的 原因 之 一 有 可 能 是 以 其 命名 的 
样本 是 介 于 2 个 种 群 间 的 一 类 不 完全 独立 的 种 。 因 为 这 些 样 本 不 仅 与 小 叶 满江红 、 墨 西 
哥 满江红 类 群 相 近 , 且 与 茧 状 满 江 红 也 有 相近 之 处 。 但 这 有 待 于 其 他 更 可 靠 的 证 据 如 
DNA 序列 分 析 了 予以 证 实 。 

总 之 ,本 研究 在 排除 了 满江红 共生 藻 的 干扰 后 ,对 三 采 组 中 11 个 满江红 样本 进行 了 
RAPD 分 析 。 结 合 前 人 的 大 量 工作 ,对 满江红 三 采 组 中 5 个 种 的 分 类 地 位 和 关系 进行 了 
初步 的 探讨 ,认为 有 必要 对 满江红 三 腰 组 的 系统 分 类 系统 重新 加 以 修订 。 考 虑 到 RAPD 
标记 在 探讨 种 间 关 系 方面 有 着 一 定 的 局 限 性 ,进一步 的 工作 将 结合 多 个 不 同 来 源 或 不 同 
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功能 的 DNA 序列 (ITS cpDNA 等 ) 共 同 分 析 , 以 期 获得 更 多 的 系统 发 育 信 息 , 进 而 得 到 更 
可 靠 的 分 类 结 
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